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論文の内容の要旨
　ミトコンドリア病はミトコンドリアDNA（㎜tDNA）上に生じた突然変異によって引き起こされる疾患で，脳，
神経，筋肉，内分泌系など様々な器官に影響を及ぼす遺伝子疾患である。ミトコンドリア病モデルマウスはこの
疾患における発症機序や遺伝機構を解明するために非常に重要であるが，既存の遺伝子操作法を用いて核外遺伝
子であるmtDNAを操作し，モデルマウスを作製することは困難である。本論文は，従来の手法とは異なるアプ
ローチで，ミトコンドリア遺伝子疾患モデルマウスの作製を試みた研究報告である。
　本論文では，初めに突然変異型mtDNAを有するマウス培養細胞を樹立した。まず，マウス筋芽細胞株に薬剤処
理することによって得られたマウスmtDNA欠損細胞株に，㎜tDNA突然変異が蓄積していると予想されるマウス
脳より単離したシナプトソームを融合させ，融合細胞（Cybrids）を作製した。PCR法により，得られたCybridsは
欠失変異型mtDNAを有していることが確認されたが，継続的な培養にも関わらずこの欠失変異型mtDNAが増幅
されることはなかった。一方，欠失変異型mtDNAを有する細胞株樹立のもう一つの試みとして，複数のマウス培
養細胞株において，内在的な欠失変異型mtDNAの検出を行ったところ，用いた培養細胞株のうち，王株のマウス
繊維芽細胞株が4696bpの欠失mtDNA（△mtDNA4696）を持つことが確認された。△mtDNA4696を高率に有する
クローンにおけるミトコンドリア内タンパク質合成活性と呼吸酵素複合体の一つであるcytoch士ome　c　oxydase
（COX）活性は，野性型mtDNAlOO％の株に対して両者ともに低下していることが確認された。またこのミトコン
ドリア呼吸機能低下が，核，ミトコンドリア遺伝子のいずれに起因するかを明確にするために，核のみを置換し
たCybridsについても解析を行ったが，同様に活性低下が観察されたことから，以上のミトコンドリア呼吸機能低
下は△mtDNA4696が原因となって引き起こされているということが明らかになった。
　更に本論文では，この△mtDNA4696のマウス胚への導入を以下の方法を用いて試みた。①キメラ法：上記の
Cybridsを脱核し，XO型のES細胞と融合させることによって△㎜tDNA4696を有するES細胞を作製する。このES
細胞を8細胞期マウス胚の囲卵腔へ注入することによって△mtDNA4696を有するキメラマウスを作製する。②細
胞質内注入法：Cybridsからミトコンドリアを単離し，直接前核期卵の細胞質内に注入する。③電気融合法：Cybrids
を脱核し，前核期卵の囲卵腔に10個程度の細胞質体を注入する。これに電気的パルスをかけることによって脱核
された細胞質体と前核期卵を融合させ，△mtDNA4696をマウス胚に導入する。
　以上3種類の方法による操作胚を偽妊娠マウスに移植して得られたマウスを用いて△mtDNA4696の検出を試み
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たところ，全ての手法により得られたマウスにおいてその存在が確認されたが，電気融合法により得られたマウ
スで最も効率よく△mtDNA4696が導入されていた。またこの手法により導入された△mtDNA4696は次世代にも
遺伝し，第2世代で高率の△mtDNA4696を有するマウスが得られた。
　これらのマウスを用いて生化学的，組織学的病理解析を行った。組織学的解析においては骨格筋，心筋のCOX
の活性染色を行ったところ，野性型mtDNA100％の個体に対して明らかな活性低下が観察された。血液生化学的
な解析においては血中ピルビン酸値については異常は見られなかったが，乳酸値については△mωNA4696の割合
増加に連れて上昇の傾向が見られた。また，これらのマウスは20－40週で腎不全を発症し，死亡する事が明らかに
なった。
審査の結果の要旨
　本論文の特徴は，発生工学的手法を用いて欠失変異型mtDNAを有する細胞株からミトコンドリア遺伝子疾患モ
デルマウスを作製することに成功した点である。このマウスでは筋組織でのCOX活性低下や乳酸値の上昇，腎不
全などの症状が観察され，欠失変異型mtDNAがこれらの異常を引き起こすことが明らかとなった。本研究におけ
る成果はミトコンドリア病の発症機序，遺伝様式の解明，治療法の開発などに応用することが可能であり，この
疾患の研究領域に非常に有用であると考えられる。
　よって，著者は博士（理学）’の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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